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RESUMO 
 
O sucesso da gestação é dependente da produção de muitas citocinas. Algumas 
destas citocinas contribuem para a migração de células trofoblásticas 
extravilosas, como o fator de inibição da migração de macrófagos (MIF), 
importante durante esse processo. MIF é uma citocina potente e está envolvida 
na patogênese de diferentes infecções, incluindo a toxoplasmose. Assim, 
investigamos o papel de MIF em células trofoblásticas extravilosas, linhagem 
HTR8/SVneo, após infecção por Toxoplasma gondii. As células foram 
infectadas com taquizoítas da linhagem RH (2F1) de T. gondii e tratadas com 
MIF recombinante (rhMIF) ou inibidor de MIF (ISO-1). A viabilidade celular 
foi avaliada por ensaio de MTT, a proliferação intracelular de T. gondii pelo 
ensaio de β-galactosidase colorimétrica, a expressão de CD44 e fosforilação de 
ERK1/2 por Western blott e a migração celular pelo ensaio de scratch. Os 
sobrenadantes foram coletados para análise de produção de MIF por ELISA. As 
células foram utilizadas para a expressão do co-receptor CD44 e análise da 
fosforilação de ERK1/2. A viabilidade celular não foi alterada nas células 
infectadas e/ou tratadas com rhMIF ou ISO-1. As células tratadas com rhMIF 
apresentaram elevada carga parasitária e maior expressão da fosforilação da 
ERK1/2. Além disso, a infecção aumentou a produção de MIF extracelular pelas 
células HTR8/SVneo. Em relação ao ensaio de migração celular, as células 
tratadas com ISO-1 diminuiram a migração comparadas com as células tratadas 
com rhMIF. Assim, a infecção por T. gondii modula a produção de MIF, a 
expressão da fosforilação de ERK1/2. Além disso, MIF foi importante na 
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The successful of pregnancy depend about production of many cytokine by 
extravillous trophoblastic cells migration and the macrophage migration 
inhibitory (MIF) is important in this process. MIF is a potent cytokine, 
implicated in several pathological conditions and it is involved in pathogenesis 
of infections, including toxoplasmosis. Therefore, we investigated the role of 
MIF in infected HTR8/SVneo cells. The cells were infected with RH strain 
(2F1) tachyzoites of T. gondii and treated with recombinant MIF (rhMIF) or 
MIF inhibitor (ISO-1). The cell viability was analyzed by MTT assay, T. gondii 
intracellular proliferation by colorimetric beta-galactosidase assay, CD44 
expression and ERK1/2 phosphorylation by Western blotting and cell migration 
by scratch assay. The supernatants were collected for MIF production analysis 
by ELISA. The cells were used to CD44 co-receptor and ERK1/2 
phosphorylation analysis. Cellular viability was not changed in infected and/or 
treated with rhMIF or ISO-1. Cells treated with rhMIF showed high parasite 
burden, presence of ERK1/2 phosphorylation. In addition, the infection 
increased extracellular MIF production by HTR8/SVneo cells. In cellular 
migration assay, ISO-1 treated cells decrease migration compared with rhMIF 
treated cells. In conclusion, T. gondii infection caused modulation of MIF 
production and ERK1/2 phosphorylation. Furthermore, MIF was important in 
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1.1 Gestação e desenvolvimento placentário 
 
O sucesso gestacional é dependente de três processos interdependentes - 
desenvolvimento embrionário e sua implantação, decidualização e a formação da 
placenta (WINSHIP et al., 2015).  
O desenvolvimento embrionário inicia-se pela união do ovócito secundário com 
o espermatozoide na ampola da tuba uterina, um processo conhecido como 
fecundação (WASSARMAN et al., 1999). Após a fecundação, o zigoto sofre 
diversas divisões mitóticas e mudanças morfogênicas até formar o blastocisto 
(COCKBURN et al., 2010; WANG et al., 2006).  Este por si interage 
fisiologicamente com o endométrio materno iniciando o processo conhecido 
como implantação embrionária (RED-HORSE et al., 2004; WANG et al., 2006). 
O processo de implantação é caracterizado por ser altamente dinâmico e 
corresponde à invasão do blastocisto no endométrico, levando ao 
estabelecimento de um microambiente adequado para a formação e crescimento 
do embrião (CHAMLEY et al., 2014, BURTON; JAUNIAUX 2015). Durante a 
implantação, as células estromais endometriais sofrem diferenciações 
morfológicas e biológicas, denominando este processo como decidualização 
(GELLERSEN et al., 2007). Além disso, outro fator crucial para o sucesso da 
implantação é a tolerância imunológica, caracterizada pelos elevados níveis de 
citocinas produzidas pelas células estromais endometriais bem como por 
“natural killer” (células NK), células apresentadoras de antígenos (APS), células 
dendríticas (DCs) e macrófagos (KÄMMERER et al., 2005). A secreção de 
citocinas por estas diferentes populações celulares tem um papel importante na 
mudança de um perfil pro-inflamatório (Th1) para um perfil anti-inflamatório 
(Th2) (MIYAZAKI et al., 2003). 
 A decidualização inicia-se durante a fase secretora do ciclo menstrual, e 
compreende a diferenciação das células estromais endometriais, liberação de 
fatores de crescimento (DALY et al., 1983), remodelamento vascular, presença 
de células do sistema imunológico (GELLERSEN et al., 2007) e regulação da 
migração/invasão e proliferação de células trofoblásticas. Se o processo de 
decidualização for prejudicado, poderá levar doenças reprodutivas como 
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infertilidade, aborto, desordens no útero/placenta e endometriose (GELLERSEN 
et al., 2007; SALKER et al., 2011; BARRAGAN et al., 2016).  
As células trofoblásticas são células embrionárias/fetais e são consideradas o 
principal grupo celular responsável pelo processo de implantação do embrião e 
formação da parte fetal da placenta; bem como nutrição, proteção (MOORE et 
al., 1993) e regulação hormonal (FERRO; BEVILACQUA, 1994; FERRO, 
2000; CHAMLEY et al., 2014; MAYHEW, 2014).  
As células trofoblásticas também exibem outra atividade essencial na 
modulação, direta ou indireta, do perfil tolerogênico, essencial no período 
gestacional (CHAOUAT et al., 2010; SALAMONE et al., 2012). Essas células 
atuam na supressão/regulação de linfócitos T pela secreção de indoleamina 2,3-
dioxygenase (IDO). Além disso, atua na produção de fatores bloqueadores 
induzidos por progesterona (PIBF), interagindo com receptores das células NK, 
inibindo ou ativando as mesmas (CHAOUAT et al., 2010); induz um perfil 
tolerogênico em células dendríticas (SALAMONE et al., 2012); recruta e regula 
a atividade de monócitos (FEST et al., 2007; CASTRO et al., 2013) e modula a 
expressão de proteínas por macrófagos (ABUMAREE et al., 2012), sendo estes 
importantes no suporte da invasão do trofoblasto, no remodelamento vascular, 
na implantação e na placentação (NAGAMATSU; SCHUST, 2010). 
Durante o processo de implantação, o trofoblasto que circunda externamente o 
blastocisto se diferencia e passa a apresentar propriedades e funções distintas. 
Essas células passam a ser denominadas de trofoblásticas (HUPPERTZ et al., 
2006). O citotrofoblasto se diferencia em duas subpopulações: 
sinciciotrofoblasto, que são células multinucleadas responsáveis pelo transporte 
de nutrientes, produção de alguns hormônios e o revestimento dos vilos 
flutuantes; e o trofoblasto extraviloso, responsável pela migração/invasão da 
decídua e remodelamento das arteríolas espiraladas através da substituição das 
células endoteliais dos vasos (KLIMAN et al., 2000). Dessa forma, o sucesso 
gestacional depende da implantação do blastocisto no endométrio decidualizado 
e sua interação principalmente com as células trofoblásticas (KLIMAN et al., 
2000; LOKE; KING; BURROWS, 1995; SALAMONE et al., 2012). 
As células trofoblásticas extravilosas possuem vários subtipos presentes na 
decídua, dependendo de sua localização: trofoblasto extraviloso intersticial 
(TEVi), os quais são mononucleares, presentes  no mesênquima decidual; e 
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trofoblasto extravilosos endovascular (TEVe) presentes no revestimento 
vascular (LYALL et al., 2013), os quais  estão diretamente associados com as 
artérias espiraladas, remodelando-as e aumentando o diâmetro do vaso e 
diminuindo a resistência de fluxo sanguíneo de forma a permitir um maior fluxo 
de sangue para o espaço interviloso, e consequentemente, levando uma 
abundância de nutrientes para a interface materno-fetal (REDMAN; SARGENT, 
2010; CHAMLEY et al., 2014; GATHIRAM; MOODLEY, 2016). A 
migração/invasão do trofoblasto extraviloso é estimulada pela secreção de 
citocinas e quimiocinas pelas células deciduais (IWAHASHI et al., 1996), tendo 
estas a capacidade de controlar rigorosamente essa migração/invasão do 
trofoblasto extraviloso, para que não ultrapasse os limites da decídua e não cause 
patologias durante a gestação (LALA; HAMILTON, 1996; BISCHOF; 
MEISSER; CAMPANA, 2000; SHARMA; GODBOLE; MODI, 2016). 
Alterações no processo de migração/invasão das células trofoblásticas 
extravilosas ou o não remodelamento das artérias espiraladas pode levar a 
consequências graves para a gestante e para o feto (SHARMA; GODBOLE; 
MODI, 2016). Uma capacidade diminuída na invasão do trofoblasto pode 
ocasionar complicações gestacionais como pré-eclâmpsia (LAYALL et al., 
2001; KAUFMANN et al., 2003) ou restrição do crescimento intrauterino (JI et 
al., 2013). A pré-eclâmpsia afeta de 2-8% de todas as gestantes e é uma das 
maiores causas de mortalidade e morbidade materno-fetal do mundo 
(CARDAROPOLI et al., 2014). Ela tem como característica principal um 
remodelamento incompleto das artérias espiraladas levando a um quadro de 
hipoperfusão e, consequentemente, diminuição de nutrientes para o feto, sendo 
em alguns casos fatal (GATHIRAM; MOODLEY, 2016). Por outro lado, um 
excessivo processo de migração/invasão pode estar relacionado ao 
desenvolvimento da placenta acreta, quando a placenta ultrapassa o miométrio 
(CHAKPABORTY et al., 2002). Na placenta humana, células trofoblásticas são 
banhadas diretamente pelo sangue materno. Este órgão é dividido em duas 
regiões: a placa coriônica (parte fetal) e a decídua basal (parte materna). Entre 
elas se encontra o espaço interviloso, no qual os vilos flutuantes estão em 
contato com o sangue materno (BERNIRSCHKE; KAUFMANN, 2000). Já na 
mucosa uterina são encontrados os vilos de ancoragem, os quais medeiam a 
ligação entre a placenta e o endométrio (GOLDMAN-WOHL;YAGEL, 2002; 
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GUDE et al., 2004). Por fim, a placenta é o único órgão transitório associado 
com a interação materno-fetal (TAKAO et al., 1990), proporcionando suporte 
para o crescimento e desenvolvimento do feto durante o processo gestacional, 
secreção hormonal (LOKE; KING; BURROWS, 1995), fornecendo nutrientes, 
oxigênio, ajudando na excreção (BENIRSCHKE et al., 2006) e proteção contra 
patógenos (POLACHEK et al., 2010). Além disso, possibilita a formação de um 
microambiente de tolerância imunológica necessária para o sucesso gestacional 
(ROBERT-GANGNEUX et al., 2011). 
 
1.2 Fator de Inibição de Migração de Macrófagos (MIF) na gestação 
 
O fator de inibição de migração de macrófagos (MIF) é uma citocina que foi 
descoberta na década de 60 por David (1966); Blomm e Bennett (1966), 
inicialmente definida como uma substância que inibia a migração de células 
peritoneais normais, presumivelmente macrófagos (WEISER et al., 1989, 
LUBETSKY et al., 2002). Esta citocina foi identificada como um fator 
produzido e liberado por linfócitos, na presença de antígenos, em resposta a uma 
reação imunológica específica (DAVID, 1966), e é associada com a inibição de 
migração randômica de macrófagos durante resposta de hipersensibilidade tardia 
(WEISER et al., 1989). Apesar de MIF ter sido a primeira citocina a ser 
descoberta, foi negligenciada por um longo tempo (NGUYEN et al., 2003). Suas 
atividades biológicas só foram esclarecidas através da clonagem do DNA 
complementar de MIF humano em 1989 (CALANDRA; ROGER, 2003). 
MIF atua em processos pró-inflamatórios e é secretado por linfócitos 
sensibilizados (UNDURTI, 2000, VERAX et al., 2003) e age também como 
imunomodulador (CALANDRA; ROGER, 2003). Devido ao seu papel 
regulador, é sugerido que MIF atue no sistema endócrino e imunológico, uma 
vez que Calandra e Roger (2003) observaram a sua liberação por células da 
hipófise anterior em resposta ao estímulo de endotoxinas, sendo também 
produzido, estocado e liberado por células da imunidade inata.  
Existem evidencias do envolvimento de MIF em inúmeras atividades 
fisiológicas, como sua participação em diversas doenças e reações inflamatórias 
como artrite reumatóide (LEECH et al., 2003; ONODERA et al., 2004), infarto 
do miocárdio (YU et al., 2003), sepse (BOZZA et al., 1999; CALANDRA et al., 
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2000), colite (OHKAWARA et al., 2005), asma (MIZUE et al., 2005), 
desenvolvimento de tumores (WILSON et al., 2005), bem como o seu 
envolvimento em processos reprodutivos em geral como ovocitação (WADA et 
al., 1997), ciclo menstrual (ARCURI et al., 2001) e fase inicial da gestação 
(ARCURI et al.,1999). 
Essa citocina já foi detectada em ovário, oviduto, no útero e principalmente no 
endométrio (SUZUKI et al., 1996). MIF também pode ser encontrado na 
gravidez precoce em células do estroma pré-decidualizado (SUZIKI et al., 1996; 
KLEIN, TROEDSSON, 2013; ARCURI et al., 2001). Além disso, MIF é 
expresso em altas quantidades em tecidos humanos em estágios de pré- 
implantação e durante a implantação embrionária (ARCURI et al., 1999, 
ARCURI et al., 2001). 
Na placenta, essa citocina é expressa principalmente pelo citotrofoblasto de vilos 
flutuantes, em vilos de ancoragem e também pelo trofoblasto extraviloso 
(ARCURI et al., 1999). Níveis de MIF na placenta são maiores nos primeiros 
estágios da gestação e diminuem no terceiro trimestre (IETTA et al., 2007). 
Além disso, outros estudos mostraram que a diminuição dos níveis de MIF no 
soro materno estão associadas à abortos no primeiro trimestre de 
gestação(YAMADA et al., 2003).  
No espaço interviloso estão presentes as células mononucleares, as quais 
produzem maior quantidade de MIF em comparação com as células 
mononucleares do sangue periférico (CHAISARANEEYKORN et al., 2002). 
Quando ocorre o aumento da produção desta citocinas na placenta durante uma 
reação inflamatória, haverá um acúmulo de macrófagos e monócitos no espaço 
interviloso (SUGUITAN et al., 2003; PFAFF et al., 2005). Possivelmente, altos 
níveis de MIF no sangue interviloso pode cumprir um importante papel na 
ativação de macrófagos (CHAISARANEEYKOR et al., 2002). Todos estes 
dados sugerem que MIF seja uma citocina chave envolvida na implantação 
embrionária e durante a gestação (ARCURI et al., 1999).   
Além de sua importante função durante uma gestação, estudos prévios 
demonstraram que MIF participa na indução da resposta inflamatória contra 
patógenos como vírus, bactérias e parasitos protozoários (CALANDRA et al., 
1995; BERNHAGEN et al., 1993; FERRO et al., 2008; GOMES et al., 2013). 
Depois da liberação nos tecidos ou na circulação sistêmica, MIF atua como uma 
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citocina pró-inflamatória clássica, promovendo a resposta inata e adquirida 
através da ativação dos macrófagos e das células T (CALANDRA; ROGER, 
2003). 
Diante da participação do MIF em diversas alterações patológicas, fisiológicas e 
imunológicas, foram desenvolvidos inibidores dessa citocina como possíveis 
estratégias terapêuticas. Dentre estes inibidores, ISO-1 ((S,R)-3-(4-hidroxifenil)-
4,5-dihidro-5 isoxazol ácido acético metil éster) é um inibidor altamente 
específico de MIF (AL-ABED et al., 2005; AL-ABED et al., 2011). Al-Abed e 
colaboradores (2011) desenvolveram pequenas moléculas inibidoras de MIF, 
tendo à maioria dos inibidores à capacidade de se ligarem dentro do sítio 
catalítico contendo aminoácidos altamente conservados, sendo estes essenciais 
para à atividade pró-inflamatória de MIF. Este inibidor tem efeitos benéficos em 
diversas doenças como colite (SHAH et al., 2008), neurite alérgica 
(NICOLETTI et al., 2005) e na endotoxemia (AL-ABED et al., 2005) levando a 
uma diminuição das atividades de MIF em várias doenças (AL-ABED et al., 
2011). 
 
1.3 Modos de ação de MIF 
 
Leng e colaboradores (2003) identificaram que MIF exerce suas ações através da 
ligação com seu receptor/co-receptor alvo, promovendo uma resposta celular 
como ativação de vias de sinalização, transcrição genética e expressões 
moleculares.  
O primeiro receptor de MIF a ser identificado na superfície celular foi CD74. 
MIF se liga ao CD74 com alta afinidade (LENG et al., 2003) e, para desencadear 
uma via de sinalização intracelular, é necessário a presença de co-receptores 
como CD44, CXCR2, CXCR4 ou CXCR7 (SHI et al., 2006; BERNHAGEN et 
al., 2007; TARNOWSKI et al., 2010). MIF quando se liga ao seu receptor/co-
receptor, CD74 e CD44 respectivamente, induzirá, subsequentemente, várias 
respostas celulares como a ativação de proteínas intracelulares da família das 
quinases ativadas por mitógenos (MAPKs), dentre elas a quinase regulada por 
sinais extracelulares (ERK) 1 e 2 (MITCHELL et al., 1999, LUE et al., 2011). 
Estudos prévios mostraram que MIF fosforila ERK1/2 em fibroblastos humanos, 
o mesmo se observa para as células trofoblásticas vilosas (BeWo) (BARBOSA 
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et al., 2014), e este efeito é inversamente correlacionado a dose (MITCHELL et 
al., 1999; LUE et al., 2006). A fosforilação da ERK1/2 ativa uma série de 
proteínas citosólicas,  incluindo fosfolipase A2 (PLA2). PLA2 promove a 
liberação do ácido araquidônico da membrana plasmática, levando à síntese de 
prostaglandinas e leucotrienos, tais como prostaglandina E2 (PGE2), através da 
indução deciclooxigenases (COX), especialmente COX-2 (LENG et al., 2006). 
Nos seres humanos, a PGE2 é um mediador lipídico envolvido em várias 
funções reprodutivas incluindo a implantação do blastocisto, decidualização das 
células estromais endometriais e iniciação do trabalho de parto, levando a 
contratilidade do miométrio (CHALLIS et al., 2002). Apesar de muitos estudos 
descreverem PGE2 como uma molécula pró-inflamatória, vários estudos 
demonstraram o papel imunossupressor dela, como a mudança significativa de 
um perfil Th1 para um perfil Th2 (LI et al., 2006; MILLER et al., 2006). Nesse 
sentido, estudos anteriores demonstraram que a PGE2 pode ser usada como 
mecanismo de escape de alguns patógenos, como  Cryptococcus neoformans, 
uma vez que este mediador lipídico favoreceu a persistência da infecção em 
células T murinas (VALDEZ et al., 2012). Além disso, estudos prévios de nosso 
grupo demonstraram que MIF desencadeou uma via de sinalização através da 
fosforilação da ERK1/2 em células trofoblásticas humanas da linhagem BeWo, 
levando a produção da PGE2 e favorecendo a proliferação de Toxoplasma 
gondii (BARBOSA et al., 2014). Portanto, mais uma vez podemos enfatizar a 
importância de MIF em processos inflamatórios na interface materno-fetal e 
sistemicamente, especialmente na presença de patógenos como T. gondii. Neste 
sentido, investigar as funções de MIF no trofoblasto humano na presença de T. 
gondii é de extrema importância para compreender esta interação e assim 
estabelecer novos conhecimentos que alavanquem o desenvolvimento de formas 
alternativas de prevenir ou minimizar a toxoplasmose congênita, que é um 
problema de saúde pública em vários países do mundo, incluindo o Brasil 







1.4 Toxoplasma gondii: características gerais 
 
Toxoplasma gondii é um protozoário parasito intracelular obrigatório 
pertencente ao filo Apicomplexa (DUBEY et al., 2010), Classe Sporozoa,  
Subclasse Coccidia,  Ordem Eucoccidida e  Família Sarcocystidae (KAWAZOE, 
2005). Este protozoário compreende um grupo diverso de parasitos 
intracelulares que infectam vários hospedeiros e ocasionalmente causam doença 
grave em humanos e animais (HUNTER; SIBLEY, 2012). Este protozoário foi 
identificado simultaneamente no Brasil por Splendore, em coelhos (Oryctolagus 
cuniculus), e por Nicole e Manceaux, no Norte da África, em um roedor 
(Ctenodactylus gundi), ambos em 1908 (KAWAZOE et al., 2005). T. gondii é 
caracterizado pela presença do complexo apical composto de organelas 
secretórias especializadas como roptrias, micronemas e grânulos densos; e de 
elementos do citoesqueleto, dentre eles, o conoide, anéis polares e microtúbulos 
subpeliculares (SOLDATI; MEISSNER, 2004; CARRUTHERS; 
BOOTHROYD, 2007). Essa estrutura típica do parasito é fundamental no 
processo de adesão e invasão nas células hospedeiras e também para sua 
sobrevivência (CARRUTHERS; BOOTHROYD, 2007; BLADER; SAEIJ, 
2009).  
T. gondii possui três formas evolutivas: taquizoítas, bradizoítas e esporozoítas 
(DUBLEY; LINDSAY; SPEER, 1998; ROBERT-GANGNEUX; DARDÉ, 
2012). Os taquizoítas possuem uma forma arqueada e representam a única forma 
de multiplicação rápida do parasito na célula hospedeira e são as formas 
predominantes na fase aguda da infecção. Nessa fase, os parasitos são 
disseminados, principalmente, pelo sistema circulatório e têm a capacidade de 
infectar diversos órgãos e tecidos (DUBLEY; LINDSAY; SPEER, 1998; 
MONTOYA; LIESENFELD, 2004), tais como placenta (DESMONTS et al., 
1981), tecido muscular esquelético e cardíaco, e região ocular (MONTOYA; 
LIESENFELD, 2004; HUNTER; SIBLEY, 2012; HARKER; UENO; LODOEN, 
2015). A rápida disseminação dos parasitos está relacionada à capacidade destes 
em infectar células do sistema imunológico que exercem funções migratórias 
como monócitos, linfócitos e células dendríticas (LAMBERT et al., 2006; 
SIBLEY, 2011) .  
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Os bradizoítas resultam da conversão de taquizoítas em um estágio de 
multiplicação lenta do parasito, sendo típicos da fase crônica da infecção 
(LYONS; MCLEOD; ROBERTS, 2002), podendo permanecer viáveis no 
interior dos cistos por toda a vida do hospedeiro (MONTOYA; LIESENFELD, 
2004). Os cistos contendo bradizoítas são distribuídos em tecidos do hospedeiro, 
sendo mais frequentes nos músculos esqueléticos e cardíacos, tecido nervoso e 
região ocular (DUBEY, 1998; MONTOYA; LIESENFELD, 2004; COWPER; 
MATTHEWS; TOMLEY, 2012; KAMERKAR; DAVIS, 2012). Se o status 
imunológico for comprometido, inicia-se um processo de reagudização da 
infecção e podem retornar à forma de taquizoítas e apresentar uma rápida 
multiplicação (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; HARKER; UENO; 
LODOEN, 2015), mas não havendo distúrbios no sistema imunológico, esta fase 
pode se estender por toda a vida do hospedeiro (ELSHEIKHA, 2008). 
Os esporozoítas são encontrados em oocistos liberados nas fezes de felídeos, os 
hospedeiros definitivos do parasito (MONTOYA; LIESENFELD, 2004). Estes 
correspondem às formas infectantes oriundas do processo de reprodução 
sexuada do parasito e são encontrados no meio ambiente, podendo contaminar 
água, solo e alimentos (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; ROBERT-
GANGNEUX; DARDÉ, 2012). Os oocistos, dentre os três estágios infecciosos 
de T. gondii, é o mais virulento (DUBLEY, BEATTIE, 1988). 
O ciclo de vida de T. gondii é heteroxeno por apresentar hospedeiros definitivos 
e intermediários. O ciclo sexuado do parasito se completa apenas pelos 
hospedeiros definitivos, constituídos pelos membros da Família Felidae; no 
entanto, o ciclo assexuado ocorre na maioria dos vertebrados endotérmicos, 
como aves, mamíferos (inclusive seres humanos), além do próprio hospedeiro 
definitivo (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; KAWAZOE, 2005; DA SILVA; 
LANGONI, 2009). O hospedeiro definitivo (os felídeos) podem se contaminar 
ao ingerirem cistos teciduais, oocistos maduros ou taquizoítas (DABRITZ; 
CONRAD, 2010; ELMORE et al., 2010; SCHLUTER et al., 2014). Os parasitos 
iniciam um rápido processo de multiplicação por endodiogenia e merogonia 
formando os merozoítas no epitélio intestinal do hospedeiro, invadem novas 
células originando os gametas masculinos e femininos e quando fecundados 
formam oocistos altamente resistentes (NEVES, 2003; DUBEY, 2004). Os 
felídeos podem eliminar no meio ambiente cerca de 20 milhões de oocistos 
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contendo esporozoítos infectantes (DUBEY, 2001). Já o homem pode adquirir a 
toxoplasmose por meio da ingestão de carnes cruas ou mal cozidas de animais 
contendo cistos, oocistos presentes em água ou alimentos contaminados, 
taquizoítas presentes em líquidos orgânicos ou mesmo por transfusão sanguínea 
e a transmissão transplacentária (DA SILVA; LANGONI, 2009), em que os 
taquizoítas são capazes de atravessar a barreira placentária e infectar os tecidos 




A toxoplasmose é uma protozoonose causada por T. gondii, apresentando uma 
elevada soroprevalência na população humana, e muitos estudos relatam que 
aproximadamente 30% a 60% da população mundial estão infectada por esse 
parasito (SOMMERVILLE et al., 2013; FOROUTAN-RAD et al., 2016). 
Entretanto, a prevalência varia muito entre diferentes países e regiões (PAPPAS 
et al., 2009). Souza e colaboradores (2011) relataram que no Brasil existe uma 
prevalência de até 60% de brasileiros com toxoplasmose, dependendo da região.  
Esse dado indica que o Brasil é um dos países com a maior taxa de 
soroprevalência para toxoplasmose (DUBEY et al., 2012). 
A toxoplasmose pode ser um grande problema de saúde pública e econômico 
(SOMMERVILLE et al., 2013). A infecção nos humanos normalmente cursa de 
forma assintomática, mas em pacientes imunocomprometidos e em casos de 
infecção congênita, pode desenvolver um quadro preocupante (WANG et al., 
2013; SEPULVEDA-ARIAS et al., 2014). Pacientes imunocomprometidos, 
como aqueles HIV positivos e que passam por tratamento quimioterápico, 
manifestam a doença, na maioria das vezes, pela reativação de cistos pré-
existentes. Sendo assim, os bradizoítas voltam ao estágio de taquizoítas, 
provocando resposta inflamatória grave (ROBERT-GANFNEUX; DARDÉ, 
2012; KASPER, BUZONI-GATEL, 1998; MILLER et al., 2009). 
A prevenção da toxoplasmose é baseada em programas de educação e saúde 
pública. Recomenda-se que gestantes evitem contato com materiais que possam 
estar contaminados, como carnes cruas, frutas e verduras, realizando uma 
higienização eficiente e tomando cuidado com caixas de areia com dejetos de 
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gatos (BOJAR; SZYMANSKA, 2010; OPSTEEGH et al., 2014; SEPULVEDA-
ARIAS et al., 2014). 
 
1.6 Toxoplasmose congênita 
 
A toxoplasmose congênita se estabelece, geralmente, quando a mulher adquire a 
infecção durante a gestação (MONTOYA; LIENSENFELD, 2004; 
CHAUDHRY et al., 2014), em razão da passagem transplacentária das formas 
taquizoítas do parasito, atingindo a circulação e os tecidos fetais (KODJIJIAN, 
2010; CARLIER et al., 2012). Entretanto, a infecção materna pode ocorrer 
também no período pré-concepção e, ainda assim, ocorrer a passagem 
transplacentária (KODJIKIAN, 2010).  
A prevalência mundial de infecção em gestante é bem variável, entre 1% e 92% 
(PAPPAS et al., 2009; VAZ et al., 2010; LOPES et al., 2012). O período 
gestacional em que ocorre a infecção materna é fundamental. A transmissão é 
mais frequente se a infecção materna for adquirida durante o terceiro trimestre 
de gestação, e é menor quando a infecção materna ocorre durante o primeiro 
trimestre, sendo sua gravidade inversamente proporcional (ZEMENE et al., 
2012). Nos primeiros meses de vida, o recém-nascido pode não apresentar 
sintomas da toxoplasmose, no entanto, em alguns anos podem aparecer sequelas 
como, coriorretinite, hidrocefalia, calcificação cerebral (MONTOYA 
LIESENFELD, 2004; WEISS. DUBEY, 2009; VILLE. LERUEZ-VILLE, 
2014).  
Para o sucesso gestacional é necessário que ocorram alterações imunológica, 
hormonais e fisiológicas, as quais são fundamentais na implantação embrionária 
e a manutenção do embrião. A principal mudança é caracterizada pelo balanço 
entre os perfis pró-inflamatório, Th1, e anti-inflamatório, Th2 do sistema 
imunológico (ROBERTS; WALKER; ALEXANDER, 2001; FEST et al., 2007; 
SYKES et al., 2012). Entretanto, apesar de ser, geralmente, definida como uma 
condição predominantemente anti-inflamatória, estudos indicam que a gestação 
é caracterizada por basicamente três etapas imunológicas (KOGA; ALDO; 
MOR, 2009). No primeiro período de gestação, há um perfil imune pró-
inflamatório com elevada produção de citocinas pelas células T helper do tipo 1 
(Th1), de suma importância no processo de implantação do embrião no 
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endométrio uterino e invasão do trofoblasto (SHARMA; GODBOLE; MODI, 
2016). No segundo trimestre gestacional, tem-se a fase conhecida como 
tolerância fetal, caracterizada pela predominância de perfil imune do tipo Th2 e 
de células T reguladoras (RANGO, 2008; REZENDE-OLIVEIRA et al., 2012). 
Por fim, no terceiro trimestre gestacional, ocorre infiltração de células 
imunológicas para a interface materno-fetal, designando um microambiente 
inflamatório necessário para o parto (KOGA; ALDO; MOR, 2009). 
A tolerância imunológica durante a gestação é complexa, no sentido em que o 
organismo materno deve manter um perfil anti-inflamatório para o sucesso 
gestacional (ROBERT-GANGNEUX et al., 2011), que contraditoriamente pode 
favorecer um quadro de infecção parasitária  (ROBERTS; WALKER; 
ALEXANDER, 2001; BARBOSA et al., 2008; SYKES et al., 2012). Dessa 
forma, quando a gestação se dá concomitante à infecção por T. gondii, pode 
estabelecer um desequilíbrio imunológico capaz de resultar em problemas na 
gestação ou até mesmo aborto (LUPPI, 2003). Isso sucede ao organismo 
materno a fim de controlar a infecção induzindo uma resposta pró-inflamatório, 
e acaba desfavorecendo o desenvolvimento fetal (SYKES et al., 2012). 
Vários estudos do nosso grupo demonstraram a presença de citocinas 
relacionadas no controle da infecção por T. gondii por células trofoblásticas 
derivadas de coriocarcinoma humano (BeWo) (BARBOSA et al., 2008). Estas 
células mostraram-se ser susceptíveis à infecção por T. gondii na presença de 
interleucina-10 (IL-10) e fator transformador de crescimento beta (TGF-ȕ1) 
(BARBOSA et al., 2008). Por outro lado, quando as células BeWo estavam na 
presença da citocina pró-inflamatória IFN-Ȗ, a qual deveria controlar a infecção 
parasitária, esta não foi capaz de controlar a invasão e replicação de T. gondii 
(BARBOSA et al., 2008). Castro e colaboradores (2013) evidenciaram que a 
células trofoblásticas são capazes de regular a produção de citocinas e a 
susceptibilidade de monócitos humanos (linhagem THP-1) frente à infecção por 
T. gondii.   
Por outro lado, estudos prévios do nosso grupo demonstraram também que a 
infecção por T. gondii em células BeWo foi controlada apenas quando doses 
altas de MIF foram adicionadas nestas células, demonstrando que MIF controla 
a infecção por T. gondii no trofoblasto humano de modo dose-dependente 
(BARBOSA et al., 2014). Também, Guirelli e colaboradores (2015) observaram 
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que, em células trofoblásticas extravilosas da linhagem celular HTR8/SVneo, a 
apoptose foi modulada por T. gondii, uma estratégia usada pelo parasito para se 
estabelecer no hospedeiro. Finalmente, ainda não existem estudos que 
demonstrem a interação de T. gondii no trofoblasto extraviloso humano com a 
participação da citocina MIF, portanto estudos que visem demonstrar esta 
interação são de grande valia para melhor entender o papel desta citocina na 
interface materno-fetal invadida por este parasito. 
 
1.7 MIF e Toxoplasmose 
 
 MIF desempenha um papel importante na patogênese de bactérias 
(CALANDRA; ROGER, 2003) infecções causadas por protozoários, tais como, 
Leishmania major, Trypanosoma cruzi e T. gondii (REYES et al., 2006; 
JUTTNER et al., 1998; FLORES et al., 2008). 
MIF é de fundamental importância contra a infecção por T. gondii (FLORES et 
al., 2008). Camundongos MIF nocaute (ko) são mais susceptíveis à infecção por 
T. gondii, sendo esta susceptibilidade associada com a indução fraca de IL-12, 
TNF-α e IL-1ȕ, apresentando um aumento da carga parasitária nos órgãos destes 
animais (FLORES et al., 2008).  Este estudo demonstrou que MIF tem 
participação na resposta contra infecção por T. gondii, uma vez que é capaz de 
mediar resistência contra este parasito. Outro estudo utilizando camundongos 
C57BL/6 demonstrou que MIF participa na patogênese por T. gondii, 
promovendo uma ileíte intensa e uma resposta inflamatória sistêmica robusta, 
resultando em um desenlace desfavorável na fase aguda e também demonstrando 
um papel patogênico de MIF na infecção natural por T. gondii em hospedeiros 
suscetíveis a IL-12, IFN-Ȗ, TNF-α e IL-23 (CAVALCANTI et al., 2011). 
MIF juntamente com a produção de IL-12 conseguem mediar a resistência à 
infecção por T. gondii uma vez que, camundongos selvagens (WT) 
desenvolveram uma forte resposta pró-inflamatória (IL-12) devido à maturação 
da população de linfonodo mesentérico (MLNDC) e tornaram-se mais 
resistentes quando infectados com 40 ou 100 cistos (cepa ME49). Em contraste, 
camundongos MIF nocaute (ko) infectados com as mesmas quantidades, 
apresentaram uma resposta fraca de IL-12 e MLNDC imaturos. Com isso, 
Terraza e colaboradores (2010) demonstraram que a maturação de MLNDC é 
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induzida por MIF juntamente com produção de IL-12, os quais medeiam 
infecção por T. gondii.  
Recentemente foi demonstrado pelo nosso grupo de pesquisa que explantes 
placentários humanos regulam positivamente a produção de MIF em resposta à 
estimulação com antígeno solúvel de T. gondii (STAg), indicando uma potencial 
atividade de MIF na resposta imunológica ao parasito (FERRO et al., 2008). 
Outro estudo prévio de nosso grupo demonstrou que, a secreção de MIF é 
regulada positivamente em explantes de primeiro trimestre infectados por T. 
gondii quando comparados com explantes controle (GOMES et al., 2011). No 
mesmo estudo demonstraram que IFN-Ȗ foi uma citocina importante para a 
secreção de MIF quando os explantes estavam infectados ou não por T. gondii e 
que a produção de MIF foi estimulada em explantes infectados e tratados com 
citocinas anti-inflamatórias ou reguladoras (TGF-ȕ1, IL-10). Franco e 
colaboradores (2011) mostraram que o tratamento com azitromicina foi capaz de 
aumentar a produção de MIF em células BeWo, sendo esta relacionada  na 
resposta imune durante a gestação e que pode estar envolvida na resistência das 
células à infecção por T. gondii.  
Na tentativa de entender os mecanismos de ação de MIF com a intenção de 
controlar a infecção por T. gondii em explantes placentários Gomes e 
colaboradores (2013) investigaram a via de sinalização intracelular das MAPk 
em explantes de primeiro e terceiro trimestre de gestação, já que estudos 
sugerem que as atividades mediadas por MIF podem estar associadas a vias 
complexas de transdução de sinal gerando ativação de ERK1/2 mediada por 
receptor de membrana CD74 (KYRIAKIS, 2009; MITCHELL et al., 1999; XU 
et al., 2013). No estudo, mostraram que a ativação das MAPk não foram 
importantes em mediar o controle do parasitismo em explantes de primeiro 
trimestre, sendo que a inibição das vias inibiu a proliferação de T. gondii mas, 
em explantes de terceiro trimestre a inibição das MAPk, principalmente a 
inibição da ERK1/2 ocasionou aumento do parasitismo, demonstrando que em 
tecidos de terceiro trimestre a fosforilação de MAPk está relacionada no controle 
do parasitismo (GOMES et al., 2013).  
Por outro lado, Barbosa e colaboradores (2014) verificaram a via de sinalização 
intracelular (ERK1/2) desencadeadas por MIF em células BeWo, no intuito de 
analisar se a produção de PGE2 nestas células é dependente de MIF e ERK1/2 
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na susceptibilidade à infecção por T. gondii. O estudo demonstrou que, a 
ativação da via de sinalização intracelular ERK1/2 e a produção de PGE2 em 
células BeWo são dependente da concentração de MIF, isto é, baixas 
concentrações de MIF desencadeiam fosforilação de ERK1/2 e liberação de 
PGE2, promovendo maior susceptibilidade a infeção por T. gondii e reduzindo a 
produção de citocinas pró-inflamatórias. No entanto, concentrações elevadas de 
MIF não desencadeiam a fosforilação ERK1/2 ou a liberação de PGE2, o que 
provoca um controle da carga parasitária, demonstrando a importância desses 
mediadores no modelo de trofoblasto humano. Assim, muitos estudos buscam 
avaliar a resposta imunológica de células trofoblásticas humanas frente à 
infecção por T. gondii, porém não há dados na literatura científica, até o 
momento, que demonstre a ação intracelular de MIF em células trofoblásticas 




A ação migratória e invasiva das células trofoblásticas extravilosas 
desempenham papel fundamental para uma gestação de sucesso. É importante 
que ocorra esse processo migratório para a decídua; no entanto este processo de 
migração e invasão deve ser espacial e temporalmente controlado, prevenindo 
complicações gestacionais. As células trofoblásticas secretam várias citocinas 
que influenciam a migração e invasão celular durante o estabelecimento da 
gestação e no equilíbrio materno-fetal. Entre essas citocinas se encontra fator de 
inibição de migração de macrófagos (MIF). MIF desempenha inúmeras funções 
imunológicas e fisiológicas durante a gestação. Além disso, esta citocina é capaz 
de controlar infecções por protozoários como Toxoplasma gondii. Entretanto, 
existem poucos estudos sobre o papel funcional de MIF, e trofoblasto 
extraviloso no curso de infecção por T. gondii. Assim, o presente estudo visa 
adicionar dados para uma melhor compreensão das funções intracelulares de 
MIF nas células trofoblásticas extravilosas infectadas por T. gondii. Para este 
propósito, utilizamos células HTR-8/SVneo como modelo experimental de 
trofoblasto extraviloso humano infectado experimentalmente por T. gondii 





3.1 Objetivo geral 
 
Verificar a participação funcional de MIF na fosforilação de ERK 1/2, infecção 
por T. gondii, expressão de CD44 e migração celular em células HTR8/SVneo. 
 
3.2 Objetivos específicos 
 
 - Avaliar o parasitismo em células HTR8/SVneo infectadas com T. 
gondii e  tratadas com MIF recombinante (rhMIF); 
 - Avaliar o parasitismo em células HTR8/SVneo infectadas com T. 
gondii e tratadas com ISO-1; 
 - Avaliar a secreção extracelular de MIF nas células HTR8/SVneo 
infectadas ou não com T. gondii e tratadas com MIF recombinante (rhMIF) ou 
ISO-1; 
 - Avaliar a expressão do co-receptor de MIF (CD44) nas células 
HTR8/SVneo infectadas ou não por T. gondii e tratadas com MIF recombinante 
(rhMIF) ou ISO-1; 
 - Avaliar a expressão da fosforilação da ERK1/2 nas células 
HTR8/SVneo infectadas ou não por T. gondii e tratadas com MIF recombinante 
(rhMIF) ou ISO-1; 
 - Avaliar a migração de células HTR8/SVneo infectadas ou não por T. 
gondii e tratadas com MIF recombinante (rhMIF) ou ISO-1. 
 
4.  MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.1 Cultura de células HTR8/SVneo e BeWo 
 
 Células trofoblásticas extravilosas humanas (linhagem celular 
HTR8/SVneo), foram cedidas pela Profa. Dra. Estela Bevilacqua da 
Universidade de São Paulo, São Paulo, Brasil, e mantidas no Laboratório de 
Imunofisiologia da Reprodução da Universidade Federal de Uberlândia. As 
células trofoblásticas derivadas de coriocarcinoma humano (linhagem BeWo) 
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foram obtidas da American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, 
Virginia, USA). Ambas as células foram mantidas em cultura ou armazenadas 
adequadamente em nitrogênio líquido. 
 As células foram cultivadas separadamente em frascos de cultura de 75 
cm² (Kasvi, Curitiba, PR, Brasil) contendo meio de cultura composto por meio 
RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) 
suplementado com 25 mM de HEPES, 3 mM do bicarbonato de sódio, 10% de 
soro bovino fetal (SBF) (Cultilab) e 1% de antibióticos (10.000 U/mL de 
penicilina e 10 mg/mL de estreptomicina) (Sigma, St Louis, MO, EUA) e 
mantidas em estufa umidificada a 37 °C e 5% de CO2. 
 O repique das células foi realizado a cada três dias. As células foram 
lavadas com meio de cultura novo e em seguida adicionou-se ao frasco, solução 
de 0,25% tripsina- 0,02% EDTA (Sigma) por 5 minutos a 37 °C e 5% de CO2. A 
tripsina foi inativada com meio RPM completo (suplementado com 10% de 
SFB, 25 mM de HEPES, 3 mM de bicarbonato de sódio e antibióticos) e as 
células foram removidas e transferidas para tubos de 15 mL, as quais, foram 
centrifugadas a 400 x g por 5 minutos à temperatura ambiente. Após descarte do 
sobrenadante, o pellet foi ressuspenso em 1 mL de meio de cultura com soro e 
distribuídas em novos frascos de cultura com 15 mL de meio RPMI completo e 
novamente incubadas a 37 °C e 5% de CO2.  
 
4.2 Manutenção do clone  2F1 de T. gondii em cultura 
 
Os taquizoítas do clone 2F1 de T. gondii, expressando a enzima ȕ- galactosidase 
foram cedidos gentilmente pelo professor Dr. Vern B. Carruthers da Escola de 
Medicina da Universidade de Michigan, EUA. Os parasitos foram mantidos em 
células BeWo cultivadas em meio RPMI suplementado com 2% de SFB à 37 °C 
e 5% de CO2. À medida que a grande maioria das células infectadas em cultura 
encontrava-se lisada pelo parasito, os taquizoítas livres foram centrifugados (400 






4.3 Ensaio de MTT 
 
 A viabilidade das células HTR8/SVneo tratadas ou não com rhMIF ou 
ISO-1 e/ou infectadas ou não com taquizoítas de T. gondii do clone 2F1 foi 
avaliada utilizando-se o ensaio calorimétrico de MTT, seguindo o protocolo 
descrito por Mosmann (1983). Células HTR8/SVneo, coletadas a partir dos 
frascos de cultura, foram centrifugadas a 400 x g por 5 minutos e o sedimento 
foi ressuspenso em 1mL de meio RPMI completo. Em seguida, as células foram 
contadas em câmara de Newbauer e aquelas inviáveis foram excluídas do 
processo de quantificação pela coloração com o corante azul de tripan 0,4% 
(Sigma Chemical Co., Brasil). Em seguida, as células HTR8/SVneo (1x104 
células/200µL/poço) foram cultivadas em placas de cultura de 96 poços 
(Thermo Fisher Scientific, Rochester, NY) e incubadas a 37 °C e 5% de CO2.  
 Após 24 horas, as células foram tratadas com rhMIF (200 ng/mL) ou 
ISO-1 (200 µg/mL) e, juntamente com o tratamento, as células foram infectadas 
ou não com taquizoítas de T. gondii do clone 2F1 (3 parasitos:1 célula) por mais 
24 horas. Células não tratadas serviram como controles do experimento. Em 
vista de verificar a toxicidade do DMSO em células HTR8/SVneo, as células 
foram tratadas com 2% DMSO, desde que o ISO-1 foi diluído em DMSO. Após 
o tratamento e a infecção, as placas de cultura foram centrifugadas (720 x g por 
10 minutos), os sobrenadantes foram removidos e 100 µL/poço de tetrazólio de 
metiltiazol foram adicionados (MTT, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, 
USA). As placas foram incubadas em condições de cultura e, após 3 horas, os 
poços contendo as células foram novamente centrifugados. Após centrifugação, 
os sobrenadantes foram removidos e as partículas insolúveis de coloração roxa, 
(cristais de formazan) produzidas por células viáveis que metabolizaram o MTT, 
foram então solubilizadas pela adição de 100 µL/poço de 10% duodecil sulfato 
de sódio (SDS) e 50% N, N-dimetil formamida. Após 30 minutos de incubação, 
a densidade óptica (DO) foi determinada a 570 nm em leitor de placas (Titertek 
Multiskan Plus, Flow Laboratories, McLean, EUA). Quatro experimentos 




4.4 Proliferação intracelular de T. gondii nas células HTR8/SVneo sob 
influência de rhMIF ou ISO. 
 
 O ensaio de proliferação de T. gondii (2F1) foi realizado de acordo com 
Castro e colaboradores (2013). Células HTR8/SVneo (1x104 
células/200µL/poço) foram cultivadas em placas de 96 poços a 37 °C a 5% de 
CO2 por 24 horas. Posteriormente, estas células foram tratadas ou não com 
diferentes concentrações de rhMIF (2,5; 5; 15; 50; 100 e 200 ng/mL) ou ISO-1 
(200 µg/mL) e, juntamente com o tratamento, as células foram infectadas com 
taquizoítas de T. gondii da cepa 2F1 (3 parasitos : 1 célula). Após 24 horas, as 
placas foram centrifugadas a 400 x g por 10 minutos, e os sobrenadantes foram 
removidos. Em seguida, foram adicionadas às células 100 µL de tampão de 
RIPA (100 mM HEPES, pH 8,0, 1 mM MgSO4, 0,1% Triton X-100, 5 mM 
ditiotreitol), 160 µL de tampão de ensaio (100 mM tampão fosfato, pH 7,3, 102 
mM ȕ-mercaptoetanol, 9 mM MgCl2) e 40 µL do substrato CPRG (clorofenol 
red-ȕ-D-galactopiranosídeo; Roche) e incubadas por 30 minutos à temperatura 
ambiente, no escuro. Após este período, a atividade enzimática da ȕ-
galactosidade foi mensurada a 570 nm usando leitor de placas (Titertek 
Multiskan Plus, Flow Laboratories, McLean, EUA). 
Paralelamente, foi construída uma curva padrão por meio de diluição seriadas, 
em duplicata de taquizoítas de T. gondii, a partir de uma suspensão de parasitos 
a 1x106/poço/100 µL. À curva padrão também foram adicionadas as soluções 
tampão de lise, tampão de ensaio e o substrato CPRG e a DO foi mensurada 
como descrito. Cinco experimentos independentes foram realizados em 
sextuplicata para cada condição. 
 
4.5 Dosagem extracelular de MIF pelas células HTR8/SVneo. 
 
As células HTR8/SVneo foram cultivadas em placas de 6 poços (5x105/1000 
µL/poço) e incubadas a 37 °C e 5% de CO2. Posteriormente, estas células foram 
tratadas ou não com diferentes concentrações de rhMIF (2,5; 5; 15; 50; 100 e 
200 ng/mL) ou ISO-1 (200 µg/mL) e, juntamente com o tratamento, as células 
foram infectadas ou não com taquizoítas de T. gondii do clone 2F1 (3 parasitos : 
30  
1 célula). Após 24 horas, os sobrenadantes foram coletados e armazenados a -
80°C para posterior dosagem de citocinas. 
A dosagem extracelular de MIF no sobrenadante das células HTR8/SVneo foi 
realizada pela técnica ELISA tipo sandwich, segundo os protocolos 
recomendados pelos fabricantes (R&D Systems, Minneapolis, MN, 
EUA).Brevemente, placas para ELISA com 96 poços de alta afinidade foram 
incubadas com anticorpo monoclonal anti-MIF humano (R&D Systems, 
Abingdon, UK), overnight em temperatura ambiente. As placas foram então 
lavadas com PBS Tween 20 e os sítios inespecíficos foram bloqueados com 
solução de bloqueio (Soro Albumina Bovina – BSA 1% e PBS) e incubados a 
temperatura ambiente por 1 hora. Após lavagem das placas, 50 µL das amostras 
foram adicionadas em triplicata e incubadas a temperatura ambiente por 2 horas. 
Após lavagem das placas, 50 µL das amostras foram adicionadas em triplicata e 
incubadas por 2 horas em temperatura ambiente. 
Paralelamente, curvas padrões de MIF foram realizadas em diluições duplas 
seriadas. As placas foram então lavadas e incubadas com anticorpo de cabra 
anti-MIF humano biotinilado (R&D Systems). Após novas lavagens, as placas 
foram incubadas com estreptavidina-peroxidase (Zymed, San Francisco, CA) 
por 20 minutos a temperatura ambiente ao abrigo da luz. A seguir adicionou-se 
3,3´, 5.5´- tetrametilbenzidina (TMB) (Zymed). 
A densidade óptica (DO) foi determinada em leitor de placas a 450 nm e os 
valores de DO obtidos foram convertidos em pg/mL de acordo com a curva 
padrão, utilizando o software Microplate Menager PC versão 4.0 (Bio-Rad 
Laboratories Inc., Hercules, EUA). O limite de sensibilidade foi 125 pg/mL.  
 
4.6 Expressão de CD44 e fosforilação da ERK 1/2 em células HTR8/SVneo 
infectadas ou não por T. gondii e tratadas ou não com rhMIF ou ISO. 
 
 As células HTR8/SVneo (5x 105 células/1000µL/poço) foram cultivadas 
em placas de cultura de 6 poços (Kasvi, Curitiba, Brasil).  Posteriormente, as 
células foram tratadas com rhMIF e/ou ISO-1 e juntamente foram infectadas ou 
não com taquizoítas de T. gondii do clone 2F1 (3 parasitos : 1 célula). Após 24 
horas, os sobrenadantes livres de células foram recolhidos para medição 
posterior de citocinas por ensaio imunoenzimático (ELISA) e as células foram 
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utilizadas para analisar a expressão de CD44 e ERK1/2 fosforilada. As células 
foram homogeneizadas e lisadas em gelo em tampão RIPA (Tris-HCL 50 mM, 
NaCl 150 mM, Triton X-100 a 1%), desoxicolato de sódio a 1% (p/v) e 
dodecilsulfato de sódio a 0,1% (p / v) SDS), suplementado com inibidor de 
protease (Complete®, Roche Diagnostic, Mannheim, Alemanha), ortovanadato 
de sódio (Na3VO4) e fluoreto de sódio (NaF) (ambos da Sigma) e submetidos a 
três ciclos de congelamento-descongelamento (GOMES et al., 2011). Após 
centrifugação a 101 g durante 15 minutos a 4° C recolheu-se o sobrenadante e 
mensurou-se a concentração de proteína total por ensaio de Bradford 
(BRADFORD, 1976).  
 A concentração total de proteínas (µg/mL) foi utilizada para padronizar a 
carga proteica para as reações de Western Blotting. A eletroforese foi realizada 
em gel de poliacrilamida (10%) sob condições desnaturantes (SDS-PAGE) com 
as amostras dos lisados celulares, para avaliação da expressão do co-receptor 
CD44 e da fosforilação da ERK1/2. Em seguida, as proteínas foram transferidas 
para a membrana de PVDF (Imobilon-FL®, Merck S/A) e incubadas com 
tampão de blotting (25 mM Tris, 0,15 NaCl, 0,1% de Tween 20, pH 7,4) 
contendo 4% de leite desnatado desidratado (Molico, Nestlé®) por 1 hora. Em 
seguida, as membranas foram incubadas, primeiramente, com anticorpo primário 
monoclonal de anti-coelho ERK1/2 fosforilada (0,1 mg/mL, R&D Systems, 
Minneapolis, MN, USA), anticorpo primário monoclonal de anti-coelho CD44 
(0,1 mg/mL, Abcam’s, RabMab®,San Francisco, U.S) e anticorpo monoclonal 
de camundongo anti-ȕ-actina humana (Santa Cruz Biotechnology) durante 12 
horas em temperatura ambiente. Após consecutivas lavagens em tampão de 
blotting, os respectivos anticorpos secundários conjugados com peroxidase, 
foram adicionados às membranas por um período de 2 horas também em 
temperatura ambiente. Após novas lavagens com tampão de blotting, as 
membranas foram reveladas pela reação de quimioluminescência e a intensidade 
das bandas quantificadas em transluminador ChemiDoc-MP imaging (BIO-RAD 
Laboratories Inc, Hercules CA).  
 Quantidades iguais de proteínas (150 µg) por poço do gel de eletroforese 
foram confirmadas pela coloração de Ponceau 1%. A densitometria foi realizada 
usando o software ChemiDoc. Os valores foram mostrados pela densidade 
relativa da razão das bandas específicas de cada proteína e ȕ-actina, para análise 
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da ERK1/2 fosforilada e do co-receptor CD44. Cinco experimentos 
independentes foram realizados. 
 
4.7 Migração celular 
 
 Para a porcentagem de ocupação das células HTR8/SVneo tratadas com 
rhMIF (200 ng/mL) ou ISO-1 (200 µg/mL ) e infectadas ou não com taquizoítas 
de T. gondii da cepa 2F1 (3 parasitos : 1 célula) realizou-se o ensaio de scratch. 
Este ensaio é baseado na interrupção da monocamada celular acompanhada nos 
tempos 0 horas e 24 horas de acordo com Liang e colaboradores (2007). 
 Para a análise da porcentagem de ocupação, as células HTR8/SVneo 
foram cultivadas em placas de 6 poços (5x105/1000 µL/poço) e incubadas a 37 
°C e 5% de CO2. Após 24 horas, após confirmação da monocamada aderida na 
placa, foi realizado o ensaio de scratch através de uma interrupção da 
monocamada. Em linha reta e com a utilização da ponteira p200 foi realizado 
um traço, na posição vertical, em cada poço, e em seguida foi capturada a 
primeira imagem (0 horas). A região capturada foi obtida do traçado realizado e 
pela criação de um ponto de referência na parte externa da placa. 
 Posteriormente, as células HTR8/SVneo foram tratadas com rhMIF (200 
ng/mL) ou ISO-1 (200 µg/mL ) e, juntamente com o tratamento, foram 
infectadas com taquizoítas de T. gondii da cepa 2F1 (3 parasitos : 1 célula). 
Depois, as placas foram incubadas a 37 °C e 5% de CO2. No dia seguinte, após 
24 horas, a placa foi levada ao microscópio e a segunda imagem foi capturada 
(24 horas), utilizando novamente o ponto de referência correto para obter as 
mesmas imagens na região fotografada no tempo 0 horas. Todas as imagens 
foram capturadas utilizando o microscópio Evos (Mill Creek, WA, USA). Após 
a obtenção das imagens, as análises foram realizadas através do software Image 
J (National Institutes of Health, EUA), e foi determinada a porcentagem de 
ocupação das células em cada condição e tempo experimental. Nove 






4.8 Normas de biossegurança 
Os procedimentos de cultura celular, assim como o manuseio de equipamentos, 
vidraria e reagentes químicos foram realizados de acordo com as normas de 
biossegurança (MINEO et al., 2005). 
 
4.9 Análises estatísticas 
A análise estatística foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism 5.0 
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Todos os dados foram 
expressos como média ± desvio padrão (DP) ou erro padrão da média (SEM). A 
comparação dos dados entre os grupos foram analisados pelo teste One-way 
ANOVA ou Kruskall-Wallis e como pós-teste pelo Bonferroni e Dunn’s, 
respectivamente. As diferenças foram consideradas estatisticamente 




5.1 A viabilidade das células HTR8/SVneo não foi alterada após o 
tratamento e infecção  
 
 O número de células HTR8/SVneo viáveis após o tratamento com rhMIF 
ou ISO-1 e/ou infectadas com T. gondii foi avaliado por meio da análise 
colorimétrica do MTT (Figura 1). Não foram observadas diferenças 
significativas na viabilidade celular quando as células foram tratadas com 
DMSO (DMSO 2%) ou ISO-1 diluído em DMSO (DMSO+ISO) comparadas 
com as células do grupo controle (células não tratadas e não infectadas). 
Também, não houve diferença significativa quando as células infectadas foram 
tratadas com rhMIF(Tg+MIF) ou ISO-1(Tg+ISO) comparadas com as células do 





5.2 Proliferação intracelular de T.gondii foi maior nas células HTR8/SVneo 
tratadas com rhMIF 
 
 Os índices de replicação intracelular do parasito em células HTR8/SVneo 
foram determinados após tratamento celular com rhMIF ou ISO-1 (Figura 2). 
Após o tratamento com concentrações crescentes de rhMIF 2,5; 5; 15; 50; 100 e 
200 ng/mL observamos o parasitismo intracelular total da infecção quando 
comparado com as células apenas infectadas (Tg) (Figura 2). Quando tratamos 
com ISO-1 (Tg+ISO), as células mostraram diminuição significativa parasitismo 
intracelular total da infecção quando comparado com as células tratadas com 
rhMIF (Tg+MIF). Também, observamos diferença significativa na replicação 
intracelular do parasito entre células infectadas (Tg) e células infectadas e 
tratadas com ISO-1 (Tg+ISO) (Figura 2). O tratamento das células HTR8/SVneo 
com concentrações crescente de rhMIF, apresentaram o mesmo fenômeno em 
todos os experimentos. Com isso os experimentos seguintes foram realizados 
com a concentração de 200 ng/mL 
 
5.3 ISO-1 diminuiu a produção de rhMIF, em células infectadas por T. 
gondii. 
 
 A produção de MIF extracelular foi avaliada em sobrenadantes de cultura 
de células HTR8/SVneo tratadas com rhMIF ou ISO-1 infectadas ou não com T. 
gondii por ELISA. As células não infectadas e não tratadas (Controle) não 
apresentaram diferença significativa na produção de MIF extracelular quando 
comparadas com células tratadas com rhMIF (MIF) ou ISO-1 (ISO) (Figura 3). 
Quando os dois tratamentos foram comparados, observamos diferença 
significativa entre rhMIF (MIF) e ISO-1 (ISO), mostrando menor produção de 
MIF extracelular quando as células foram tratadas com ISO-1 (Figura 3). 
 Após a infecção, as células HTR8/SVneo infectadas (Tg) apresentaram 
aumento na produção de MIF extracelular quando comparadas com as células 
não tratadas e não infectadas (Controle) (Figura 3). Além disso, a infecção com 
T. gondii e o tratamento com ISO-1 (Tg+ISO) diminuíram a produção de MIF 
extracelular quando comparada com as células infectadas (Tg) ou infectadas e 
tratadas com rhMIF (Tg+MIF). Não foi observada diferença significativa na 
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produção de MIF extracelular pelas células HTR8/SVneo infectadas e tratadas 
com rhMIF (Tg+MIF) comparadas com as células infectadas (Tg) (Figura 3). 
 
5.4 Células HTR8/SVneo tratadas com rhMIF expressaram mais 
fosforilação da ERK1/2 
 
 Para a detecção do co-receptor CD44 e da ERK1/2 fosforilada foi 
realizado imunoblotting em células HTR8/SVneo tratadas com rhMIF ou ISO-1 
e infectadas com T. gondii. Foi observado que as células expressaram o co-
receptor CD44 e ERK1/2 fosforilada (Figura 4). Para o co-receptor CD44, as 
células HTR8/SVneo tratadas com rhMIF (MIF) ou células infectadas tratadas 
com rhMIF (Tg+MIF), independentemente da infecção não mudaram a 
expressão do co-receptor (Figura 4 A, B). Para ERK1/2 foi observado um 
aumento na expressão da ERK1/2 pelas células não infectadas e tratadas com 
rhMIF (MIF) comparadas com as células não tratadas e não infectadas 
(Controle) (Figura 4 C, D). Não foi observada diferença significativa na 
expressão da ERK1/2 fosforilada pelas células não tratadas e não infectadas 
(Controle) quando comparadas com as células tratadas com ISO-1 (ISO) (Figura 
4 D). Após a infecção, a expressão da ERK1/2 fosforilada aumentou 
significantemente em células tratadas com rhMIF (Tg+MIF) comparadas com as 
células apenas infectadas (Tg) (Figura 4D).  
 
5.5 A migração celular é diminuída após o tratamento com ISO-1 
 
 A porcentagem de ocupação das células HTR8/SVneo infectadas e 
tratadas com rhMIF ou ISO-1 foi analisada através do ensaio de scratch. Foi 
observada diminuição significativa na migração das células não infectadas e 
tratadas com ISO-1 (ISO) comparadas com as células não infectadas e tratadas 
com rhMIF (MIF) (Figura 5 ). Também foi observada diminuição significativa 
na migração das células não infectadas e não tratadas (Controle) comparadas 
com as células não infectadas e tratadas com ISO-1 (ISO). A migração celular 
das células HTR8/SVneo não infectadas e não tratadas (Controle) não 
apresentaram diferença significativas comparadas com as células infectadas e 
não tratadas (Tg). 
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 Após a infecção, as células tratadas com rhMIF (Tg+MIF) ou com ISO-1 
(Tg+ISO) apresentaram uma diminuição na migração celular quando 
comparadas com as células não infectadas e não tratadas (Controle) (Figura 5 
A). Não foi observada diferença significativa na migração celular quando células 
infectadas (Tg) foram comparadas com as células infectadas e tratadas com 
rhMIF (Tg+MIF) ou comparadas com células infectadas e tratadas com ISO-1 
(Tg+ISO). Também não foi observada diferença significativa na migração 
celular quando células infectadas e tratadas com rhMIF (Tg+MIF) foram 
comparadas com células infectadas e tratadas com ISO-1 (Tg+ISO) (Figura 5A). 




 A gravidez consiste de um processo fisiológico natural compreendido 
pela sequência de adaptações ocorridas no corpo da mulher a partir da 
fertilização. A implantação do embrião, a decidualização e a placentação são 
processos fundamentais para o sucesso gestacional (GELLERSEN et al, 2007; 
MA et al., 2015). Durante o primeiro trimestre de gestação ocorrem mudanças 
na decídua, como a invasão e migração das células trofoblássticas extravilosas, 
responsáveis pelo remodelamento das arteríolas espiraladas (BUCKLEU et al., 
2016). Durante esse processo, existe a participação funcional de várias 
moléculas como (MATSUMOTO et al., 2016) fatores de crescimento (APLIN, 
1991; LALA et al., 2003), proteinase (BISCHOF et al., 1995; POLLHEIMER et 
al., 2014), moléculas de adesão (DAMSKY et al., 1994), e proteínas do sistema 
imune através da secreção de citocinas e quimiocinas (DU et al., 2014; XIE et 
al., 2016). 
 A citocina MIF, desde sua descoberta em 1966 (BLOOM; DAVID), 
provou ser uma molécula de estudo intrigante para muitos cientistas. Devido ao 
seu envolvimento em uma série de condições patológicas tais como infecções 
(DAS et al., 2013) e câncer (DU et al., 2013), a utilização de ISO-1, é uma das 
abordagens terapêuticas destinadas a inibir a atividade enzimática de MIF 
(KRIVOKÚKA et al., 2014). Vários estudos relatam a secreção desta citocina 
por diferentes órgãos e células como, leucócitos (BUCALA et al., 2007) e 
células trofoblásticas extravilosas (CARDAROPOLI et al., 2012). Além disso, 
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MIF pode desempenhar um papel importante em macrófagos ativados para 
eliminar parasitas intracelulares, como T. gondii (JÜTTNER et al., 1998). 
 Em um estudo anterior, realizado pelo nosso grupo de pesquisa, 
demonstrou-se que a secreção de MIF foi regulada positivamente em explantes 
de primeiro trimestre infectados por T. gondii quando comparados com 
explantes que não foram infectados, desempenhando um papel essencial na 
infecção placentária (GOMES et al., 2011). Além disso, outro estudo mostrou 
alta secreção de MIF por células HTR8/SVneo infectadas por T. gondii, 
demonstrando uma estratégia usada pelo parasito para reduzir a morte celular 
(GUIRELLI  et al., 2015). No entanto, não existem estudos que elucidem a 
participação de MIF e os mecanismos intracelulares ativados para esta citocina 
em células trofoblásticas extravilosas humanas infectadas por T. gondii, para 
isso, usamos como modelo experimental células HTR8/SVneo (GUIRELLI et 
al., 2015). 
 No presente estudo, primeiramente, verificamos a citotoxicidade de 
rhMIF e ISO-1 nas células HTR8/SVneo. A escolha das dosagens para o ensaio 
de citotoxicidade para este estudo foi realizada com base em estudos anteriores 
utilizando diferentes concentrações de rhMIF (10-200 ng/mL) e ISO-1 (1-200 
μg/mL) em células HTR8/SVneo, em que tais concentrações não foram tóxicas 
(KRIVOKÚKA et al., 2014). Desta forma, as concentrações experimentais para 
o ensaio de citotoxicidade neste estudo foram 200 ng/mL para rhMIF e 200 
μg/mL para ISO-1. Como esperado, o tratamento com rhMIF ou ISO-1 não 
foram citotóxicos para ascélulas HTR8/SVneo. 
 Uma vez estabelecidas as concentrações, investigamos a infecção por T. 
gondii em células HTR8/SVneo tratadas com rhMIF ou ISO-1. Nossos 
resultados demonstraram que em células tratadas com rhMIF houve aumento na 
replicação parasitária. Além disso, observamos diminuição da replicação do 
parasito quando as células foram tratadas com ISO-1. Vários estudos relatam os 
efeitos protetores do MIF em algumas infecções, como T. gondii, na interface 
materna fetal. Um estudo realizado em explantes de vilos coriônicos sugere que 
MIF pode desempenhar um papel importante no controle da infecção por T. 
gondii no microambiente placentário (FERRO et al., 2008; GOMES et al., 
2011). Outro estudo realizado com camundongos MIF-/- demonstrou que esses 
animais são susceptíveis à infecção por T. gondii, mostrando que essa citocina 
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desempenha um papel crítico no controle da infecção por T. gondii (FLORES et 
al., 2008). Em contraste, no presente estudo, as células HTR8/SVneo tratadas 
com rhMIF apresentaram uma elevada replicação parasitária. Para verificar se a 
quantidade de citocina recombinante influenciaria no parasitismo, testamos 
várias concentrações de rhMIF (2,5; 5; 15; 50; 100 e 200 ng/mL). Observamos 
que, independentemente das concentrações de rhMIF utilizada, a replicação 
parasitária não diminui. Desta forma, o tratamento com rhMIF aumenta a 
replicação de T. gondii em células HTR8/SVneo. Por outro lado, quando as 
células HTR8/SVneo foram tratadas com ISO-1 observamos diminuição na 
proliferação do parasita. Assim, MIF participa de mecanismos envolvidos na 
proliferação de T. gondii em células HTR8/SVneo, aumentando a 
susceptibilidade deste tipo de celular. 
 Uma vez que os tratamentos tiveram efeitos na proliferação parasitária, 
avaliamos a ação de rhMIF e ISO-1 na secreção extracelular de MIF por células 
HTR8/SVneo infectadas. Foi observado que células infectadas secretaram mais 
MIF comparadas com células não infectadas. Isso demonstra que a infecção é 
um fator que estimula a produção desta citocina. Quando as células foram 
tratadas com 200µg/mL ISO-1, a concentração de MIF extracelular diminuiu 
independentemente da infecção por T. gondii. Como esperado, estes resultados 
demonstram a capacidade ISO-1 de inibir a concentração de MIF extracelular 
pelas células HTR8/SVneo. Além disso, as células infectadas e as células 
infectadas e tratadas com rhMIF produziram maior quantidade de MIF 
extracelular. Estes resultados indicam que mesmo o rhMIF sendo detectado pelo 
ensaio ELISA, o parasita tem a capacidade de induzir a secreção de MIF. Assim, 
esses dados sugerem que o aumento da produção de MIF pelas células 
infectadas e tratadas com rhMIF pode ser um mecanismo de defesa de T. gondii, 
que proporciona sua maior sobrevida nesta população celular. Alguns estudos 
demonstram as estratégias adquiridas por T. gondii para disseminação e 
sobrevivência no hospedeiro (QUAN et al., 2015). Mammari e colaboradores 
(2015) demonstraram que, T. gondii modula a secreção de citocinas pró-
inflamatórias e fatores de crescimento como, IL-6, MIF, fator 3 estimulador de 
colônias granulocitárias (G-CSF) e factor estimulador de colónias de 
granulócitos-macrófagos (GM-CSF) em células endoteliais, escapando da 
resposta imune e promovendo sua persistência. Em outro estudo realizado por 
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Rico-Torres e colaboradores (2016) descreve-se que, T. gondii modula algumas 
moléculas como, IFN-Ȗ, MIF ou ICAM-1, podendo ajudar o parasita a atravessar 
o sincitiotrofoblasto, e assim, chegar ao embrião durante os estágios iniciais da 
gestação. Outro estudo realizado por nosso grupo demonstrou que a infecção por 
T. gondii aumentaram citocinas como IL-6, TGF-ȕ1 e MIF em células 
HTR8/SVneo como estratégia utilizada pelo parasito para reduzir a morte celular 
(GUIRELLI et al 2015).  
 Avaliando os resultados da secreção de MIF, nós demonstramos que o 
aumento desta citocina ocorreu principalmente na presença do parasita. 
Especulamos que MIF foi produzido em resposta ao parasito e, 
consequentemente, associou-se ao seu receptor, desencadeando uma cascata de 
sinalização em resposta à infecção. Assim, verificamos a presença do co-
receptor MIF (CD44) em células HTR8/SVneo. Nossos dados demonstraram 
que o tratamento com rhMIF, independentemente da infecção, não demonstou a 
expressão de CD44. Esses achados estão de acordo com um estudo prévio que 
mostrou expressão de CD44 em células da placenta como, células deciduais 
(BEVILACQUA et al., 2014) e células trofoblásticas (KRIVOKÚCA et al., 
2014; PRZYBYL et al., 2016). CD44 participa em muitos processos celulares, 
como crescimento, sobrevivência, diferenciação e proliferação (SEIPEL et al., 
2010). Na interface materno-fetal tem um importante papel na função celular e 
na manutenção do endométrio (BEVILACQUA et al., 2014). 
 Não existem muitos estudos relacionando T. gondii à capacidade de 
modular a expressão do co-receptor CD44. Seipel e colaboradores (2010) 
demonstraram que T. gondii regula a expressão de fatores relacionados à 
migração como, MMP9, αvȕ3, MT1-MMP e a expressão de co-receptores como 
CD44 utilizando-os como “acesso” à algumas células permitindo que este 
parasito atravesse barreiras biológicas, como, por exemplo, a placenta. Além 
disso, MIF medeia atividades biológicas através da forte ligação ao receptor 
CD74, levando a fosforilação de CD44 e ativando vias de sinalização 
(BEVILACQUA et al., 2013). Przybye e colaboradores (2016) demonstraram 
que o receptor CD74 pertence ao complexo principal de histocompatibilidade 
(MHC) II, sendo essencial para biogêneses de várias células e é expresso por 
trofoblasto.  Alguns estudos ressaltam a importância da expressão do CD74 na 
superfície celular e sua capacidade de se ligar ao MIF estimulando várias vias de 
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sinalização. Werzker e colaboradores (2003) demonstraram que a ativação de 
CD74 por MIF está envolvido no processo de apoptose celular, devido a 
fosforilação da via de sinalização PI3K. Outro estudo demonstrou que MIF 
promove proliferação celular por ativar membros da família de proteínas 
quinases ativadas por mitógenos (MAPk) gerando ativação de ERK1/2 por meio 
de transdução de sinal mediada por receptor de membrana CD74 (KYRIAKIS, 
2009; MITCHELL et al., 1999).  
 Devido ao conhecimento de que a ligação forte entre o MIF e seu 
receptor/co-receptor (CD74/CD44) desencadeiam via de sinalização intracelular, 
quisemos demonstrar a presença de fosforilação ERK1/2 nas células 
HTR8/SVneo e a relação com o aumento da proliferação parasitária. A ativação 
de ERK 1/2 é induzida pela proteína quinase A dependente e associada com a 
atividade da enzima citoplasmática fosfolipase A2 (PLA2). PLA2 é uma 
importante proteína intracelular, porque pode ativar a cascata pró-inflamatória, 
resultando na produção de ácido araquidônico e, em seguida, de prostaglandinas 
E2 (PGE2) e leucotrienos (CALANDARA et al., 2000; BORGES et al., 2016). 
As prostaglandinas (PGs) representam uma família de mediadores lipídicos e a 
produção de prostaglandina E2 (PGE2) ocorre através das ciclooxigenases 
(COX), especialmente a COX-2 (CHEN et al., 2014; WANG et al., 2005). Nos 
seres humanos, as PGs estão envolvidas em funções reprodutivas como 
ovulação, menstruação, implantação (POYSER et al., 1995) e decidualização 
(CHALLIS et al., 2002). Alguns estudos demonstraram que a PGE2 está 
implicada em ações pró-inflamatórias, incluindo fortes efeitos 
imunossupressores (XIONG et al., 2014; CAGLIARDI et al., 2010). Assim, a 
indução de produção de PGE2 tem sido um mecanismo de escape de alguns 
patógenos, incluindo T. gondii (VALDEZ et al., 2012). No presente estudo, os 
dados demonstraram que o tratamento com rhMIF, independentemente da 
infecção, aumentou a fosforilação de ERK1/2 concordando com vários estudos 
na literatura. Wang e colaboradores (2011) demonstraram que MIF induz alta 
regulação da expressão de COX-2 e da secreção de PGE em culturas primárias 
de células, através da sua interação com o receptor CD74, devida fosforilação da 
via de sinalização ERK1/2. Outro estudo relacionou a ativação da fosforilação 
ERK1/2 por meio da citocina MIF em que, estimulava a síntese de PGE2 
desencadeando a ativação de múltiplas enzimas e induzindo um fenótipo 
41  
inflamatório por células endometriais (CARLI et al., 2009). E um estudo 
realizado por nosso grupo, demonstrou-se que MIF participa da resposta imune 
contra T. gondii, desencadeia fosforilação da ERK1/2 e produção de 
prostaglandina E2 (PGE2) em células BeWo (BARBOSA et al., 2014). Portanto, 
sugerimos que a fosforilação ERK1/2 induza a produção de COX-2 e, 
consequentemente, a produção de PGE2, levando a uma maior proliferação 
parasitária. 
 A migração de células trofoblásticas extravilosas aos tecidos maternos é 
pré-requisito para uma implantação embrionária normal e este processo é 
influenciado pela secreção de MIF (KRIVOKÚCA et al., 2014). Na ausência de 
MIF, a migração das células diminui e pode resultar em complicações como pré-
eclâmpsia e restrição de crescimento fetal (KRIVOKÚCA et al., 2014). Uma vez 
estabelecida à capacidade de T. gondii em modular MIF a seu favor, 
investigamos a migração de células HTR8/SVneo não infectadas ou infectadas e 
tratadas com rhMIF ou ISO-1 (DENKERS et al., 1998). Nossos resultados 
monstraram que MIF foi necessário para migração das células HTR8/SVneo não 
infectadas, mas em células infectadas a sua ação não foi significativa. Em um 
estudo foi demonstrado que MIF estimulou a migração de células HTR8/SVneo, 
enquanto ISO-1 diminuiu sua capacidade migratória, devido à sua capacidade de 
inibir a citocina (KRIVOKÚCA et al., 2014). Em outro estudo, também foi 
demonstrado que células neurais progenitoras (NCPCs) tratadas com MIF 
aumentaram a migração em comparação com as células não tratadas. Quando o 
receptor MIF (CD74) foi neutralizado, as células diminuíram a migração 
(OHTA et al., 2012). Deste modo, podemos considerar que MIF é importante 
para a migração das células HTR8/SVneo, mas T. gondii é capaz de modular a 
migração e as vias de sinalização. 
 Sabe-se que, patógenos bem-sucedidos, como T. gondii desenvolveram 
estratégias para “driblar” células imunes. A infecção por T. gondii induz muitas 
alterações na transcrição de genes das células hospedeiras, incluindo aqueles 
envolvidos no metabolismo energético, respostas imunes e sinalização 
intracelular (HUNTER; SIBLEY, 2012). Um estudo mostrou que T. gondii pode 
produzir um homólogo de MIF (TgMIF) apresentando a capacidade de modular 
as respostas imunológicas do hospedeiro, garantindo sua permanência e 
sobrevivência. Além disso, TgMIF é capaz de se ligar com o receptor CD74 e 
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desencadear diversas vias de sinalização, como ERK1/2 favorecendo a invasão 
do parasita (SOMMERVILLE et al., 2013). Esse homólogo de MIF aparece 
envolvido em respostas imunes inatas e adaptativas e afetam a migração celular, 
secreção de citocinas pró-inflamatórias e diferenciação celular ou morfogênese 
(SOMMERVILLE et al., 2013). Em conjunto, nossos dados sugerem que, 
quando as células trofoblásticas extravilosas HTR8/SVneo são infectadas, T. 
gondii é capaz de modular a produção de MIF extracelular, e consequentemente 
a fosforilação da ERK1/2, levando ao aumento da proliferação parasitária. Além 
disso, MIF é importante para a migração celular, em que o parasita é capaz de 
modular as vias de sinalização para garantir o sucesso da infecção. Novas 
investigações são necessárias para entender melhor a ação intracelular de MIF 
em células HTR8/SVneo infectadas por T. gondii, principalmente a investigação 
do receptor CD74 e as proteínas envolvidas na cascata de sinalização da 




A análise dos nossos dados nos permite concluir que: 
 
- rhMIF aumentou a proliferação intracelular T. gondii em células HTR8/SVneo; 
- ISO-1 diminuiu a proliferação intracelular T.gondii em células HTR8/SVneo; 
- Células HTR8/SVneo infectadas por T. gondii e tratadas ou não com rhMIF 
aumenta a secreção de MIF extracelular; 
- Células HTR8/SVneo infectadas por T. gondii e tratadas com rhMIF aumenta a 
fosforilação da ERK1/2 em células HTR8/SVneo tratadas com rhMIF; 




































































































Figure 1. Viabilidade das células HTR8/SVneo após infecção e tratamento com rhMIF 
(Tg+MIF) ou ISO-1 (Tg+ISO). Como controle, as células foram tratadas ou não com 
DMSO (Controle e DMSO 2%, respectivamente) ou com ISO-1 diluído em DMSO 
(DMSO+ISO). Células foram cultivadas em placas de 96 poços (1x104/200μL/poço) à 
37 °C e 5% CO2. Após 24 horas, as células foram infectadas ou não com T. gondii 
(3parasito: 1célula) e tratadas com 200 ng/mL ou rhMIF ou 200 μg/mL de ISO-1. O 
número de células viáveis foi analisado utilizando o ensaio de MTT. Os dados foram 
expressos na porcentagem de viabilidade celular em relação ao controle (média ± DP) e 
são representativos de quatro experimentos independentes em triplicata (Teste One-way 
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Figure 2. Replicação intracelular de T.gondii nas células HTR8/SVneo tratadas com 
rhMIF (Tg+MIF) ou ISO-1 (Tg+ISO). Células HTR8/SVneo foram cultivadas em 
placas de 96 poços (1x104/200μL/poço) à 37 °C e 5% CO2. Após 24 horas, as células 
foram infectadas com T. gondii (3 parasitos: 1célula) e tratadas com concentrações 
crescentes de rhMIF 2,5; 5; 15; 50; 100 e 200 ng/mL de rhMIF ou 200 μg/mL de ISO-1.  
Como controle, as células foram infectadas e não tratadas (Tg). As células foram 
analisadas pelo ensaio de ȕ-galactosidase. Os dados foram expressos em media ± DP e 
são representativos de cinco experimentos independentes em triplicata. *Comparação 
entre Tg e diferentes concentrações de rhMIF e ISO. & Comparação entre Tg+MIF (2,5 
ng) e Tg+MIF (100 ng). & Comparação entre Tg+MIF (2,5 ng) e Tg+ISO. # Comparação 
entre Tg+MIF (5 ng) e diferentes concentrações de rhMIF. $ Comparação entre Tg+MIF 
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Figura 3. Produção de MIF extracelular em células HTR8/SVneo infectadas por 
T.gondii (Tg) e/ou tratadas com rhMIF (Tg+MIF) ou ISO-1 (Tg+ISO). Como controle, 
as células HTR8/SVneo não foram tratadas ou foram tratadas com rhMIF ou ISO-1 
(Controle, MIF, e ISO, respectivamente). As células HTR8/SVneo foram cultivadas em 
placas de 24 poços (3x105 células/300μL/poços) à 37 °C e 5% CO2. Após 24 horas, as 
células foram infectadas ou não com T. gondii (3parasito: 1célula) e tratadas com 200 
ng/mL ou rhMIF ou 200 μg/mL de ISO-1. Os dados foram expressos como média ± 
SEM e são representativos de dois experimentos independentes em triplicata. * 
Comparação entre Controle e Tg. & Comparação entre MIF e ISO-1. # Comparação entre 
Tg e Tg+ISO. $ Comparação entre Tg+MIF e Tg+ISO (Teste Kruskal-Wallis, post-teste 
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Figure 4: (A) Immunoblotting para detecção do co-receptor CD44 (C) Immunoblotting 
para detecção da ERK1/2 fosforilada em células HTR8/SVneo infectadas por T.gondii 
(Tg) e/ou tratadas com rhMIF (Tg+MIF) ou ISO-1 (Tg+ISO). Como controle, as células 
HTR8/SVneo não foram tratadas ou foram tratadas com rhMIF ou ISO-1 (Controle, 
MIF, e ISO, respectivamente).  As células HTR8/SVneo foram cultivadas em placas de 
6 poços (5x105 células/1000μL/poços) à 37 °C e 5% CO2. Após 24 horas, as células 
foram infectadas ou não com T. gondii (3parasito: 1célula) e tratadas com 200 ng/mL ou 
rhMIF ou 200 μg/mL de ISO-1. (B, D) Dados quantitativos obtidos da densitometria das 
bandas detectadas na reação de Western blott expressos como média ± SEM e são 
representativos de nove experimentos independentes em duplicata. * Comparação entre 
Controle e MIF. # Comparação entre Tg e Tg + MIF (Teste Kruskal-Wallis e pos-teste 
Dunn, p < 0, 05).  


































































51     Figura 5: (A) Porcentagem ocupacional das células HTR8/SVneo pelo ensaio de scratch. Células HTR8/SVneo infectadas por T. gondii (Tg) e/ou tratadas com rhMIF 
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(Tg+MIF) ou ISO-1 (Tg+ISO). Como controle, as células HTR8/SVneo não foram 
tratadas ou foram tratadas com rhMIF ou ISO-1 (Controle, MIF, e ISO, 
respectivamente). Células foram cultivadas em placas de 6 poços (5x105 
células/1000μL/poço) à 37 °C e 5% CO2. Após 24 horas, as células foram infectadas ou 
não com T. gondii (3parasito: 1célula) e tratadas com 200 ng/mL ou rhMIF ou 200 
μg/mL de ISO-1.Os dados estão expressos como média ± SEM e são representativos de 
nove experimentos em duplicata. & Comparação entre MIF e ISO. * Comparação entre 
Controle e ISO. # Comparação entre Controle e Tg+MIF. $ Comparação entre Controle e 
Tg+ISO (Teste Kruskal-Wallis, post-teste Dunn, p < 0, 05). Fotomicrografia 
representativa de células não tratadas e não infectadas (B) no tempo de 0 horas e (C) no 
tempo de 24 horas. Fotomicrografia representativa de células tratadas com rhMIF (MIF) 
(D) no tempo de 0 horas e (E) no tempo de 24 horas. Fotomicrografia representativa de 
células tratadas com ISO-1 (ISO) (F) no tempo de 0 horas e (G) no tempo de 24 horas. 
Fotomicrografia representativa de células infectadas por T. gondii (Tg) (H) no tempo de 
0 horas e (I) no tempo de 24 horas. Fotomicrografia representativa de células infectadas 
e tratadas com rhMIF (Tg+MIF) (J) no tempo de 0 horas e  (L) no tempo de 24 horas. 
Fotomicrografia representativa de células infectadas e tratadas com ISO-1(Tg+ISO) (M) 
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